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摘要 : 目的 : 在 毕 赤 酵母 SMD1168 中 表达 融合 抗菌 肽 ， 并 检测 其 体外 抑 菌 活 性 。 方 法 : 
本 实验 从 实验 室 先 前 构建 的 重组 质粒 pVAX1-RHKJT 中 克隆 出 已 构建 好 的 融合 抗菌 肽 RHKJT 
基因 片段 ， 将 RHKJT 基因 片段 插入 至 pGAPZaA 真 核 表 达 质 粒 中 ， 通 过 POR 和 测序 验证 ， 构 建 
pGAPZ a -RHKJT 重组 真 核 表达 质粒 ， 将 线性 化 的 pGAPZ a -RHKJT 电 转 化 至 毕 赤 酵母 SMD1168 
中 获得 重组 酵母 SMDpG-RHKJT， 并 通过 PCR 和 RT-PCR 验证 ， 对 重组 毕 赤 酵母 SMDpG-RHKJT 
进行 发 酵 , 并 收集 发 酵 上 清 液 进 行 体外 生物 活性 测定 。 结 果 : 成 功 获得 重组 酵母 SMDpG-RHKJT 
菌株 ， 重 组 酵母 发 酵 上 清 液 对 大 肠 杆 菌 标 准 菌 、 大 肠 杆菌 耐 药 菌 、 沙 门 氏 菌 标准 菌 、 金 黄色 
葡萄 球菌 标准 菌 、 金 黄色 葡萄 球菌 耐 药 菌 、 肺 类 链球 菌 标准 菌 均 具 有 显著 的 抑 菌 活性 。 结 论 : 
重组 酵母 表达 的 融合 抗菌 肽 具有 较 广 的 抗菌 谱 和 较 高 的 抑 菌 活性 ， 具 有 良好 的 潜在 应 用 前 
景 。 

X: 融合 抗菌 肤 基因 表达 ERMA 抑 菌 生物 活性 

目前 抗生素 的 滥用 已 经 导致 多 种 耐 药 菌 的 出 现 , 抗 微生物 药物 耐 药性 发 病 率 
正 急剧 上 升 ” 。 在 畜牧 业 中 ， 抗 生 素 是 一 种 饲料 添加 剂 应 用 于 畜 禽 ， 其 可 抑 于 
畜 禽 消化 道内 病原 微生物 的 生长 和 繁殖 ， 增 强 畜 禽 的 抗 病 能 力 ”; 但 是 由 于 人 们 
大 量 长 期 不 加 节制 地 使 用 抗生素 ,已 经 导致 在 畜牧 业 中 很 多 病原 微生物 对 现 有 的 
抗生素 产生 了 耐 药 性 ， 所 以 抗生素 在 动物 饲料 中 的 应 用 将 会 逐渐 被 淘汰 或 禁用 。 
因此 用 一 种 无 公害 不 易 产 生 耐 药性 的 新 型 添加 剂 蔡 代 抗生素 是 必然 趋势 ” 。 

抗菌 肽 作为 一 种 新 型 的 抗 感染 分 子 制剂 被 认为 是 对 抗 耐 药 微生物 的 新 的 抗 
菌 药物 。 抗 菌 肽 是 许多 生物 体 中 先天 免疫 防御 的 重要 组 成 部 分 ”。 它 们 有 助 于 
免疫 防御 的 上 皮 表 面 形成 抗菌 药物 , 而 且 许 多 抗菌 肽 都 有 针对 多 种 病原 体 的 抗菌 
活性 ”。 综 合 来 说 ， 抗 菌 肽 是 一 种 具有 多 种 生物 学 功能 的 普遍 存在 于 生物 体内 的 
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非特 异性 免疫 分 子 ， 它 具有 广 谱 抗 菌 、 杀 菌 迅 速 、 稳 定性 好 、 无 毒害 作用 、 不 易 
产生 耐 药性 、 可 调节 先天 免疫 等 诸多 优势 “。 所 以 研究 和 开发 生物 抗菌 肽 是 一 种 
可 以 预防 和 控制 疾病 流行 ， 解 决 耐 药 菌 问题 的 理想 途径 之 一 , 在 畜牧 业 中 也 是 成 
为 替代 抗生素 添加 剂 的 主要 候选 抗菌 剂 之 一 ”“， 畜 牧 业 的 发 展 趋势 表明 ， 应 用 安 
全 无 毒 的 抗菌 剂 在 饲料 加 工业 中 的 应 用 前 景 广阔 , 而 抗菌 肽 就 可 以 作为 一 种 新 型 
的 安全 无 害 的 饲料 添加 剂 ”。 

目前 ， 因 天 然 抗菌 肽 存在 分 子 量 小 ， 表 达 产 物 易 被 降解 ， 有 可 能 对 宿主 造成 
危害 等 缺点 ”“”， 所 以 针对 天 然 抗 菌 肽 的 优化 改进 一 直 是 研究 的 热点 。 探 索 和 设 
计 新 的 抗菌 肽 ， 改 善 原 有 抗菌 肽 的 活性 ， 降 低 或 消除 他 们 的 溶血 性 ， 是 发 现 全 新 
抗菌 肽 和 高 效 表 达 目 的 抗菌 肽 的 重要 方式 ””。 本 研究 则 在 通过 基因 重组 技术 ， 
将 融合 抗菌 肽 基因 重组 构建 入 毕 赤 酵母 工程 菌 进行 表达 , 并 通过 体外 活性 测定 融 
合 抗菌 肽 的 抑制 细菌 生长 的 活性 , 为 研发 安全 高 效 的 替代 抗生素 新 型 饲料 添加 剂 
黄 定 初步 基础 。 
1 材料 和 方法 
1.1 质粒 及 菌株 

Trans-T1 Phage Resistant 化 学 感受 态 细 胞 购 自 北京 全 式 金 公 司 ; 毕 赤 酵 
母 表 达 穿 梭 质粒 pGAPZaA 为 本 实验 室 保存 ;含有 融合 抗菌 肽 基因 的 重组 质粒 
pVAXI-RHKJT 为 本 实验 室 构建 ， 毕 赤 酵 母 MD1168、 含 有 空 载 质粒 pGAPZaA 的 毕 
赤 酵 母 SMDpG6、 大 上 肠 杆菌 标准 菌 (ATCC 15306) 、 大 肠 杆菌 耐 药 菌 、 沙 门 氏 菌 标准 
菌 (ATCC 13076) 、 金 黄色 葡萄 球菌 标准 菌 (ATCC 25923)、 金 黄色 葡萄 球菌 耐 药 菌 、 
肺炎 链球 菌 标准 菌 (ATCC 6303) 均 由 本 实验 室 保 存 。 
1.2 主要 试剂 

Phanta Max Super-Fidelity DNA Polymerase 购 自 Vazyme 公司 ; 限制 性 内 
切 酶 EcoRI、XbaI、Avr II 购 自 英国 NEB 公司 ; T4 DNA 连接 酶 、 胎 牛 血清 均 购 


El ThermoFisher 公司 ;Trans Script One-step gDNA Removal and cDNA Synthesis 
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SuperMix. Trans 2K plus DNA Marker 购 自 北京 全 式 金 公司 ; Lysis Buffer for 

Microorganism to Direct PCR 购 自 北京 TaKaRa 公司 ; FJ ARzR. SHAR B 

均 购 自 Amresco 公司 ; Zeocin CREA) 购 自 Invitrogen 公司 ; 质粒 提 试 剂 
、DNA 胶 回 收 试剂 盒 均 购 自 Omega 公司 ; 玻璃 球 (425-600 um) 购 自 Solarbio 


:201803.01113v1 


chinaXi 


ChinaXiv 合 作 期 


公司 ; 总 RNA 提取 试剂 盒 购 自 天 根 公司 ， 其 他 试剂 均 为 进口 或 国产 分 析 纯 。 引 物 
合成 及 测序 工作 由 成 都 擎 科 梓 熙 生物 技术 有 限 公 司 负责 。 
1. 3 表达 载体 发 的 构建 
1.3.1 PCR 引物 的 设计 与 合成 

根据 实验 室 已 有 的 FD、BNBD3 / HNP3、ECD 和 AJI 序列 设计 PCR 引物 ， 并 在 
各 基因 片段 之 间 引 入 口蹄疫 病毒 2A RAK AM a -factor 信号 肽 以 保证 各 抗菌 肽 分 子 
的 空间 折 又 和 分 泌 ， 以 重组 质粒 pVAXI-RHKJT 和 pGAPZaA 质粒 为 模板 ， 利 用 重大 
延伸 PCR 分 别 合 成 含有 FD. FD-2A- a 、BNBD3 / HNP3、BNBD3 / HNP3*2- a 、ECD、 
ECD+2A+a 和 AJI 基因 的 片段 ， 引 物 序列 如 下 : 

表 1 引物 序列 


Table 1 Primers sequence 


长 度 
片段 引物 名 称 序列 (5 - 3”) 
(bp) 
F-FD GAAGCTGAATTCATGGGAATCATAAACACATTACAGA 37 
FD 
R-FD GTCCCCGCATGTTAGAAGACTTCCCCTGCCCTCTCCGCTTCCTGGCTTTTTGCAGCATTTT 61 
F-FD-2A- a AATTGGAACCTGCGGTCTCCCTGGAACAAAATGCTGCAAAAAGCCAGGAAGCGGAGAGGGCA 62 
FD*2A- a 
R-FD-2A- a ATGATTTCTTACTCCTTGCATAGCTTCAGCCTCTCTTTTCTC 42 
F-BNBD3 / 
GAGGCTGAAGCTATGCAAGGAGTAAGAAATCATG 34 
BNBD3 / HNP3 
HNP3 R-BNBD3 / 
TTAGAAGACTTCCCCTGCCCTCTCCGCTTCCGCAGCAGAATGCCCAGAGTC 51 
HNP3 
BNBD3 / F-2A- a (1) CGCTATGGCACCTGCATCTACCAGGGAAGACTCTGGGCATTCTGCTGCGGAAGCGGAGAGGGCA 64 
nna 2 = R-2A- a (1) AGTAGATTTTTGAGCTTTTTACCCGCGAGTTTAGAGAATATTCCCATAGCTTCAGCCTCTCTTTTCTC 68 
GCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTATGGGAATATTCTC 
F-ECD 80 
ECD TAAACTCGC 
R-ECD GTCCCCGCATGTTAGAAGACTTCCCCTGCCCTCTCCGCTTCCGTATTTACGCAGAGAGAACAGCA 65 
ECD+2A+ a F-ECD-2A- a GGTAAGCGCCTCTTCAAGAAGCTGCTGTTCTCTCTGCGTAAATACGGAAGCGGAGAGGGCA 61 


R-ECD-2A- a CGCCACCTAGCAGAGTTTTAATACGCTTTAGTAAGCCCATAGCTTCAGCCTCTCTTTTCTC 


F-AJI GAGAGGCTGAAGCTATGGGCTTACTAAAGCGTATTAA 
AJI 
R-AJI CTAGTCTAGACTAAAAAAGCTTCTTTATTTTCCAGA 


61 


3T 


36 


分 别 以 PCR 获得 的 FD、FD+2A-a ,. BNBD3 / HNP3 片段 和 ECD、ECD+2A+a , 
AJI 片段 为 模板 ， 并 分 别 以 F-FD、R-BNBD3 / HNP3 和 F-ECD、R-AJI 为 引物 ， 通 


x E SEI PCR 扩 增 得 到 FD-2A- a -BNBD3 / HNP3 fil ECD-2A- a -AJI 片段 ， 将 成 
功 得 到 的 FD-2A- a -BNBD3 / HNP3、BNBD3 / HNP3+2- a 和 ECD-2A- a -AJI 基因 片 
段 作为 模板 再 进行 重合 延伸 PCR, 最 终 合成 融合 抗菌 肽 基因 片段 , 片段 结构 如 下 : 


EcoRI--FD--2A-4 a -factor--BNBD3 / HNP3--2A+ a -factor--ECD [X--2A* a 


-factor--AJI-- 终 止 密码 子 --Xpal (1866bp ) 
1.3.2 融合 基因 重组 真 核 表 达 质 粒 的 构建 


将 获得 的 片段 用 DNA 凝 胶 回 收 试剂 盒 回 收 , 质粒 载体 pGAPZaA 及 胶 回 收 纯化 


的 目的 片段 分 别 进行 EcoRI/Xbal 双 酶 切 ， 用 TADNA 连接 酶 将 融合 抗菌 肽 基因 插 


入 到 pGAPZaA 在 载体 中 ， 将 重组 质粒 转 入 大 肠 杆菌 Trans-T1 Phage Resistant 
H, REFE Zeocin 终 浓 度 为 25ug/ml 的 低 盐 LB 塔 养 基 平板 上 筛选 阳性 克隆 ， 


使 用 特异 性 引物 〈F-FD、R-AJI) 进行 菌 液 PCR 验证 和 测序 验证 ， 


组 质粒 命名 为 pGAPZ a -RHKJT。 
1.3.3 酵母 转化 及 PCR 鉴定 


验证 


正确 的 重 


参照 毕 赤 酵母 表达 操作 手册 ， 制 作 毕 亦 酵母 SMD1168 感受 态 细胞 ， 取 经 Avr 
II 线性 化 的 重组 质粒 pGAPZ a -RIHEJT， 电 转化 毕 赤 酵母 SMD1168 感受 态 细胞 ， 电 


转化 条 件 为 : 1.5 KV、2008 、 电 击 4-5 ms。 将 转化 后 的 酵母 细胞 离心 后 留 200 


LL 左右 的 上 清 与 菌 体 混 匀 ， 均 匀 的 涂 在 合 100 v g/mL Zeocin 的 YPDS 平板 上 ， 
30C 倒 置 避 光 培养 3 天 左右 直至 菌落 出 现 ， 再 选择 一 定 的 克隆 在 含 100 u g/mL 
Zeocin 的 新 鲜 YPD 平板 上 划 线 纯化 ， 从 平板 上 挑 取 单 克隆 于 含 Zeocin 终 浓度 为 
100 u g/mL 的 YPD 液体 培养 基 ，200 rpm，28'C 过 夜 培养 ,参照 Lysis Buffer for 
Microorganism to Direct PCR 说 明 书 裂解 酵母 菌 液 ， 把 裂解 后 的 上 清 液 作为 PCR 


反应 的 模板 ， 用 特异 性 引物 〈F-FD、R-AJI) 进行 PCR Sri 


BE) 验证 


RT-PCR 检测 。 


IEW 


的 进行 酵 


1.3.4 重组 基因 毕 赤 醚 母 RT-PCR 检测 

取 重 组 酵母 菌 液 , 采用 酸 洗 玻璃 珠 法 破碎 细胞 , 参照 总 RNA 提取 试剂 盒 说 明 
书 提 取 重 组 酵母 RNA， 使 用 TIANGEN 公司 的 第 一 链 反 转录 试剂 盒 ， 反 转录 得 到 重 
组 毕 赤 酵母 SMDpG-RHKJT 总 RNA 的 cDNA 文库 ， 使 用 特异 性 引物 CF-FD.. R-AJD 
对 融合 抗菌 肽 基因 进行 扩 增 ， 验 证 融合 抗菌 肽 的 表达 情况 ， 验 证 正确 的 命名 为 
SMDpG-RHKJT。 
1.3.5 融合 抗菌 肽 生物 活性 检测 

活化 重组 酵母 SMDpG-RHKJT 和 重组 空 载体 酵母 SVMDpG, 活化 后 接种 于 有 30mL 
的 无 Zeocin 的 YPD 液体 培养 基 的 100mL = fai, 28°C, 200rmp 摇 床 发 酵 培 
养 48hC0Dum 均 为 6 左右 ); 分 别 取 2 种 重组 酵母 菌 液 5 mL 于 10mLEP 管 中 , 1, 0000 
rpm， 离 心 2 min， 将 上 清 吸 到 多 个 高 温 高 压 灭 菌 的 2 mLEP 管 中 ， 放 于 -20C 冰 
箱 备用 ， 用 MH 肉 汤 培 养 液 培养 大 肠 杆菌 标准 菌 、 大 肠 杆菌 耐 药 菌 、 沙 门 氏 菌 标 
准 菌 、 金 黄色 葡萄 球菌 标准 菌 、 金 黄色 葡萄 球菌 耐 药 菌 ， 肺 炎 链球 菌 标准 菌 用 
90%MH 肉 汤 培养 液 +10% 胎 牛 血清 培养 及 稀释 ， 将 处 于 对 数 生 长 期 的 6 种 细菌 ， 用 
MH 培养 基 按 1: 500 稀释 到 约 为 IxIOCFU/ml 后 ， 将 稀释 后 的 菌 液 接种 到 无 菌 的 
96 和 孔 细胞 培养 板 上 ，100 nL/ 每 孔 ， 记 为 实验 孔 ， 将 重组 酵母 菌 液 的 上 清 液 各 取 
100 nL、50 nL、25 4L 分别 加 入 实验 孔 中 ， 用 YPD 培养 液 补充 每 孔 至 200 u L, 
FARES), FEM MI 3 个 重复 孔 ， 设 加 入 100 uL 抗生素 (抗生素 终 浓 度 见 表 
2) 的 实验 孔 为 阳性 对 照 ， 抗生素 用 YPD 混 匀 配 制 ， 只 加 100 u LMH 培养 液 和 100 
uL YPD 培养 液 的 孔 为 空白 对 照 ， 接 种 100 unL 细菌 和 100 uL. YPD 培养 液 的 孔 为 
明 性 对 照 CE: 肺炎 链球 菌 标准 菌 用 90%MH 肉 汤 培养 液 +10% 胎 牛 血 清 ) » 37°C 
ERRA 16h 后 ， 分 别 用 热电 酶 标 仪 CThermo-Mutiskan go) 检测 每 孔 0D6o 
值 ， 分 析 比 较 融 合 抗菌 肽 SMDpG-RHKJT 的 抑 菌 效果 ， 所 有 实验 数据 使 用 SPSS 软 
件 进行 方差 分 析 ，GraphPad Prism 软件 进行 作 图 。 

表 2 六 种 细菌 菌株 的 抗生素 使 用 浓度 梯度 


Table 2 Antibiotic gradient concentrations for six bacterial strains 


菌株 EBA Cu g/mL) 多 粘 菌 素 B Cu g/mL) 


大 肠 杆菌 标准 菌 1.2.4 


大 肠 杆菌 而 药 菌 ird 


沙门 氏 菌 标准 菌 0.5、1、2 


金黄 色 葡 萄 球菌 标准 菌 0.5. 1. 2 
金黄 色 葡 萄 球菌 耐 药 菌 512、1024、2048 
肺炎 链球 菌 标准 菌 2.4. 8 


2 BRAD 
2. 1 重组 真 核 表 达 质 粒 的 鉴定 

融合 抗菌 肽 基因 大 小 为 1866bpp， 与 PCR 扩 增 得 到 的 融合 抗菌 肽 片段 大 小 一 
致 ， 见 图 1. 通过 重组 质粒 pGAPZ a A- RHKJT 的 菌 液 PCR 检测 ， 扩 增 得 到 了 与 目 
的 基因 大 小 一 致 的 条 带 ， 见 图 2， 最 后 测序 结果 表明 ，RHKJT 基因 片段 已 成 功 插 
入 pGAPZ aA 载 体 中 。 
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图 1 PCR 扩 增 得 到 的 融合 抗菌 肽 片段 的 电泳 图 〈1% 琼 脂 糖 凝 胶 ) 
Fig. 1 Electrophoregram of fused antimicrobial peptide fragments obtained by PCR amplification 
(1% agarose gel) 


Lane M: Trans 2K plus DNA Marker; Lane 1: Fusion Antibacterial Peptide Gene Amplification Product 
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图 2 重组 质粒 pGAPZaA- RHKJT PCR 扩 增 产物 电泳 图 〈1% 琼 脂 糖 凝 胶 ) 
Figure 2 recombinant plasmid pGAPZ a A-RHKJT PCR amplification products electrophoresis 
(1% agarose gel) 


Lane M : Trans 2K DNA Marker; Lane 1-3: pGAPZa A bacterial liquid PCR target band 1866bp 


2.2 重组 酵母 菌 的 鉴定 

3 为 含有 融合 抗菌 肽 基因 的 重组 毕 亦 酵母 的 PCR. 电泳 图 , 可 见 与 目的 基因 
大 小 1866bp 一 致 的 的 特异 性 条 带 ， 表 明 融 合 抗菌 肽 基因 已 成 功 整合 至 SMD1168 
酵母 基因 组 中 。 bp M 1 
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3 重组 酵母 菌 的 PCR 鉴定 〈1% 琼 脂 糖 凝 胶 ) 
Figure 3 PCR identification of recombinant yeast (1% agarose gel) 


Lane M : Trans 2K plus DNA Marker; Lane 1: SMDpG-RHKJT bacterial PCR target band 


2. 3 RT-PCR 电泳 检测 重组 酵母 转录 情况 

图 4 表明 SMDpG-RHKJT 转录 组 cDNA 文库 的 PCR 产物 存在 与 目的 基因 大 小 
1866bp 一 致 的 的 特异 性 条 带 ， 证 明 转 录 组 中 存在 有 RHKJT 基因 ， 即 RHKJT 基因 
已 被 成 功 表达 。 
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图 4 RT-PCR 电泳 检测 重组 酵母 转录 情况 〈1% 琼 脂 糖 凝 胶 ) 
Figure 4 RT-PCR electrophoresis detection of recombinant yeast transcription (1% agarose gel) 


Lane M : Trans 2K plus DNA Marker; Lane 1: SMDpG-RHKJT gene amplification 


2.4 融合 抗菌 肽 抑 菌 活性 

抑 菌 实验 结果 显示 ， 融 合 抗菌 肽 对 大 肠 杆 菌 标准 菌 、 大 肠 杆菌 耐 药 菌 、 沙 门 
氏 菌 标准 菌 、 金 黄色 葡萄 球菌 标准 菌 、 金 黄色 葡萄 球菌 耐 药 菌 、 肺 炎 链球 菌 标准 
菌 的 生长 均 有 显著 地 抑 菌 作用 ， 见 图 5. 6. 7. 8. 9. 10, TERFSEERUBUS 1 时 ， 
SMDpG-RHKJT 组 与 阴性 对 照 组 相 比 均 有 显著 差异 (P<0.05) ， 阳 性 对 照 组 与 阴性 


对 照 组 相 比 也 有 显著 差异 (P<0.05) ，SMDpG-RHKJT 组 与 阳性 对 照 组 之 间 部 分 存 
在 显著 性 差异 ， 在 稀释 为 1/2 Fl 1/4 时 ，SMDpG-RHKJT 组 与 阴性 对 照 组 和 阳性 对 


照相 比 部 分 无 显著 差异 , 表明 融合 抗菌 肽 具有 一 定 的 抑 菌 活性 , 且 与 融合 抗菌 肽 
的 表达 量 有 关 ， 表 达 量 越 高 抑 菌 效果 越 好 。 
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图 5 大 肠 杆菌 标准 菌 抑 菌 实验 结果 
Figure 5 Bacteriostasis of standard Escherichia coli 
*: Values with different superscripts letters differ significantly( P<0.05 ) and vice visa; the followings are 


the same as here. 
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图 6 大 肠 杆菌 耐 药 菌 抑 菌 实验 结果 
Figure 6 Inhibition test of drug resistant E. coli 
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图 7 肺炎 链球 菌 标准 菌 抑 菌 实验 结果 


Figure 7 Bacteriostasis of standard Streptococcus pneumoniae bacteria 
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图 8 金黄 色 葡萄 球菌 标准 菌 抑 菌 实验 结果 


Figure 8 Bacteriostasis of standard Staphylococcus aureus bacteria 
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图 9 金黄 色 葡萄 球菌 耐 药 菌 抑 菌 实验 结果 


Figure 9 Bacteriostasis of resistant Staphylococcus aureus 
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图 10 沙门 氏 菌 标准 菌 抑 菌 实验 结果 


Figure 10 Bacteriostasis of Salmonella bacteria 
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一 ， 而 且 利 用 基因 工程 手段 ， 可 以 拼接 多 个 抗菌 肽 基因 ， 从 而 获得 具有 抗 多 种 微 
生物 (G+、G-、 病 毒 、 真 菌 、 寄 生 虫 ) 活性 的 、 高 效 的 重组 抗菌 肽 分 子 ”。 天 然 
抗菌 肽 存在 溶血 特性 、 细 胞 毒性 及 表达 产量 不 高 且 不 易 分 离 纯化 等 缺点 , 而 基因 
工程 中 融合 抗菌 肽 其 与 本 体 的 单个 抗菌 肽 相 比 ， 则 可 以 有 效 的 提高 其 生物 活性 ， 
增加 稳定 性 、 抗 菌 谱 和 表达 量 ， 并 降低 其 溶血 特性 和 细胞 毒性 等 缺点 A Lu 
等 “做 了 通过 大 肠 杆菌 表达 系统 合成 杂 合 肽 Mdc-hly， 其 比 单 体 Cecropin 和 人 
溶菌 酶 具有 更 高 的 抗菌 活性 和 更 高 的 抗菌 谱 。J. R. Shin 等 "将 抗菌 肽 Buf IIb 
Hj Lpp-OmpA 串联 ， 得 到 了 比 单 体 抗 菌 肽 更 高 的 抗菌 活性 ， 提 高 了 抗菌 肽 基因 工 
程 菌 目标 代谢 产物 的 产量 , 并 降低 了 其 对 宿主 菌 的 毒性 作用 。 王 秀 青 等 “将 3 个 
天 和 蛋 素 抗菌 肽 的 基因 串联 在 一 起 并 转 入 毕 赤 酵母 SMD1168 中 , 得 到 的 融合 抗菌 肽 
的 表达 量 比 单 倍 体 明显 增多 。David 等 "做 了 抗菌 肽 CecropinA 和 Melittin 的 
拼接 , 成 功 的 获得 了 活性 较 强 的 杂 合 肽 , 该 杂 合 肽 比 单 体 抗 菌 肽 提高 了 抗菌 活性 ， 
降低 了 细胞 溶血 性 。 张 素 芳 等 也 成 功 构建 了 杂 合 抗菌 肽 CecA-mil 基因 ， 其 表 
达 产 物 具 有 广 谱 的 抗菌 活性 。 尹 佳 等 ” 成 功 表 达 了 Mg-Jp 杂 合 基因 ， 并 在 两 个 
基因 片段 的 中 间 加 上 了 以 利于 各 自 空间 结构 伸展 的 匀 链 区 , 其 表达 产物 也 表现 出 
了 更 高 的 抗菌 性 。 但 是 , 通过 基因 工程 表达 抗菌 肽 可 能 存在 着 其 表达 产物 容易 被 
宿主 分 泌 的 蛋白 酶 降解 ,表达 量 低 ， 有 些 抗菌 肽 表达 产物 与 宿主 间 还 是 存在 着 毒 
性 作用 等 问题 , 限制 了 抗菌 肽 的 高 效 表 达 , 而 毕 赤 酵母 SMD1168 为 蛋白 酶 缺陷 型 
酵母 ， 用 其 作为 宿主 表达 目的 蛋白 可 以 减少 目的 蛋白 的 降解 ， 且 毕 亦 酵母 结合 
pGAPZ a A 载体 可 实现 蛋白 翻译 后 的 加 工 和 修饰 以 及 产物 的 分 泌 表 达 ， 适 于 高 密 
ERRE”, REP GAP 启动 子 的 应 用 ， 则 避免 了 甲醇 的 添加 ， 且 为 后 续 高 效 安 
全 的 分 泌 表 达 黄 定 了 基础 ”。 

抗菌 肽 FD 对 肺炎 链球 菌 和 大 肠 杆 菌 有 较 强 的 抑制 作用 ”， 抗 菌 肽 BNBD3 / 
HNP3 和 抗菌 肽 ECD 则 对 大 肠 杆菌 、 绿 肪 杆菌 、 金 黄色 葡萄 球菌 和 肺炎 球菌 的 生 
长 具有 抑制 作用 ”， 抗 菌 肽 AJI 对 绿 脓 杆 菌 、 金 黄色 葡萄 球菌 的 生长 也 有 抑制 
EHT. 本 实验 将 上 述 四 种 抗菌 肽 基因 成 功 合成 了 新 的 融合 抗菌 肽 基因 ， 并 在 各 
片段 之 间 引 入 口蹄疫 病毒 2A ARAN a -factor 信号 肽 以 保证 抗菌 肽 分 子 的 空间 折 等 
MOW, 并 且 将 其 成 功 整合 到 了 毕 赤 酵母 SMD1168 的 基因 组 中 , 通过 转录 表达 分 
析 ， 确 定 了 融合 抗菌 肽 基因 能 够 正确 表达 ， 获 得 了 重组 酵母 SMDpG-RHKJT， 通 过 
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分 析 得 到 预期 表达 产物 的 理论 分 子 量 大 小 应 为 为 22. 4kDa、19. 2kDa、15. 5kDa 
和 12. 4kDa。 对 发 酵 的 重组 毕 赤 酵母 上 清 液 进行 收集 , 由 于 上 清 液 中 含有 目的 产 
物 ， 所 以 选用 相对 抑 菌 实验 的 方法 初步 检测 其 蛋白 生物 活性 。 结 果 显 示 , 重组 酵 
RE SMDpG-RHKJT 和 重组 空 载体 酵母 SMDpG 用 YPD 培养 基 发 酵 48h 后 的 浓度 无 明显 
差异 , 0Duw 均 在 6 左右 , 后 续 可 通过 优化 毕 赤 酵母 的 发 酵 条 件 来 提高 其 表达 效率 。 
与 阴性 对 照 的 上 清 对 比 ， 融 合 抗菌 肽 对 大 部 分 细菌 的 生长 有 明显 的 抑制 作用 ， 其 
中 对 大 肠 杆 菌 标准 菌 、 大 肠 杆菌 耐 药 菌 、 沙 门 氏 菌 标准 菌 、 金 黄色 葡萄 球菌 标准 
菌 、 金 黄色 葡萄 球菌 耐 药 菌 、 肺 炎 链 球菌 标准 菌 的 生长 抑制 效果 显著 ， 说 明 表 达 
的 融合 蛋白 与 单个 抗菌 肽 相 比 , 融合 抗菌 肽 提高 了 对 革 兰 氏 阴 性 菌 和 阳性 菌 的 抑 
菌 活性 和 抑 菌 范 围 ; 尤其 是 对 耐 药 的 大 肠 杆菌 耐 药 菌 和 金黄 色 葡 萄 球菌 也 产生 了 
显著 的 抑制 作用 ; 这 对 克服 消除 细菌 的 耐 药 性 具有 重要 的 价值 。 通过 对 稀释 倍数 
的 比较 ， 发 现 融合 抗菌 肽 含量 越 高 则 抑 菌 效 果 越 好 。 

本 实验 的 初步 结果 为 下 一 步 研 究 新 型 融合 抗菌 肽 的 高 效 表 达 及 其 蛋白 在 动 
物体 内 的 抗 感染 免疫 调节 作用 奠定 了 基础 , 并 且 也 为 将 融合 抗菌 肽 大 量 生产 并 开 
发 成 一 种 安全 无 毒 的 新 型 饲料 添加 剂 作 用 于 动物 中 黄 定 一 定 的 基础 。 
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Expression of Fusion Antibacterial Peptide in recombinant 
Pichia pastoris and Its Bioactivity /n Vitro 
TANG Jian-xue, XIAO Yong-le, PENG jun-jie, ZHAO shi-ji, 


WAN Xiao-ping, GAO Rong” 


(Key Laboratory of Bio-Resource and Eco-Environment of Ministry of Education, College of Life 
Sciences, Sichuan University, Chengdu 610065, Sichuan, P.R.China) 

Abstract: Objective : To express fusion antimicrobial peptide in Pichia pastoris SMD1168 
and determine its in vitro bioactivity. Methods: The constructed fusion anti-peptide RHKJT gene 
fragment was cloned from the recombinant pVAX1-RHKJT vector previously constructed in 
laboratory. The RHKJT gene fragment was inserted into plasmid pGAPZaA and verified by PCR and 
sequencing to construct recombinant pGAPZ a -RHKJT vector, the linearized pGAPZ a -RHKJT was 
electroporated into Pichia pastoris SMD1168 to obtain the recombinant yeast SMDpG-RHKJT. The 
recombinant Pichia pastoris SMDpG-RHKJT was fermented and confirmed by PCR and RT-PCR. 
Fermentation supernatants were collected for in vitro bioactivity assay. Results: The recombinant 
yeast SMDpG-RHKJT was successfully obtained, and the recombinant yeast’ s fermentation 
supernatant had significant inhibition effect on Escherichia coli , Salmonella , Staphylococcus 
aureus and Streptococcus pneumonia. Conclusion: The recombinant antimicrobial peptide 
expressed by recombinant yeast has marked antibacterial activity and would facilitate the 
development of novel antibacterial additive feed later. 
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